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(57) Abstract* A search method in a biological sample containing an HTV 2 viral strain for possible resistance of said strain to 
treatment by an anti-protease agent, and nucleotide probes for the implementation thereof. According to methods known per se, the 
presence of at least one mutation at certain, specified, particular positions of the proteinic sequence of the protease of said viral strain 
from a biological sample taken from a patient contaminated by HTV 2 is searched If said mutation is observed, the existence of a 
resistance to said anti-protease agent is assumed in the patient. 

(57) Abreg£: Proceed de recherche, dans un echantillon biologique contenant une souche virale VIH-2 d'une resistance Sventuelie 
de ladite souche virale a un traitement par un agent anti-protease, et sondes nucleotidiques pour sa mise en oeuvre. On recherche, 
selon les mdthodes connues, la presence d'au moins une mutation a certaines positions particulieres specifiees de la sequence pro- 
tflque de la protease de ladite souche virale provenant d'un echantillon biologique preleve* sur un patient contamine* par VIH-2. Dans 
le cas ou 1* existence d'une telle mutation est observee, on conclut a V existence d'une resistance audit agent anti-protease chez le 
patient consider^ 
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Procede de recherche d'une resist ance aux anii-protdases d'une souche du virus VIH-2 
provenant d'un echan tillon binlnpioue nreleve chez un natient 

L'invention conceme un procede de recherche d'une resistance du virus 
VIH-2 a un traitement par une anti-protease, chez un patient contamine par Ie VIH-2, 
ainsi que des sondes nucleotidiques utilisables dans une telle recherche. 

Deux virus sont la cause du syndrome d'immunodeficience acquise (sida) : 
VIH-1 et VIH-2. VIH-1 est present dans lc monde en tier alors que VIH-2 est present 
principaiement en Afrique de I'Ouest. 

Des traitements antiviraux cfficaces sont largement utilises depuis 1996 
dans les pays ddveloppes ou le virus present est VIH-1. Le cout de ces traitements ne 
permet pas Ieur utilisation dans les pays en voie dc developpement oil le VIH-2 est 
present. 

Les traitements anti-retroviraux sont repartis en 3 classes: anti-protease 
(Indinavir, Ritonavir, Saquinavir, Nelfinavir et Amprenavir), inhibiteurs nucleosidique, 
de transcriptase inverse, dite RT (Zidovudine, Didanosine, Zalcitabine, Lamivudine, 
Stavudine, Abacavir, FTC et Adefovir) ct inhibiteurs non nucleosidiques de RT 
(Nevirapine, Delavirdine et Efavirenz). Ces traitements sont souvent effectues 
conjointement ; on parle alors de multitherapies. 

Les anti-proteases induisent des mutations primaires qui conferent un degre 
eieve de resistance mais alterent la capacite de replication du virus. II est n^cessaire 
pour le virus de selectionner des mutations secondares pour etre a la fois resistant et 
capable de se repliquer activement. Par ailleurs, des mutations de la transcriptase 
inverse ont ete decrites dans le cas d' utilisation conjointe d' inhibiteurs nucleosidique de 
la RT. 

Pendant le traitement de Tinfection a VIH-1, notamment si la concentration 
circulante des agents traitants est insuffisante, la replication virale n'est pas 
suffisamment inhibee ou remonte au-dessus du seuil de detection des techniques de 
charge virale disponibles (la "charge virale" est la mesure de la quantite des genomes de 
virus circulants). Du fait du taux d'erreur eleve dc la transcription inverse, cela se 
traduit par Papparition de mutations dans les genes qui sont la cible des traitements : la 
protease et la transcriptase inverse. Certaines mutations entrainent Tapparition de 
resistances, a des degres divers, aux antiviraux. On aboutit a des situations d'echec 
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virologique chez 20 a 40 % des patients traites par les multitherapies mises en pratique 
actuellement. 

La mise en evidence de virus rSsistants a une ou plusieurs molecules chez 
un patient avant traitement ou lors d'une reaugmentation de la charge virale permet de 
choisir la meilleure association de molecules pour traiter le VIH-1. 

II n'y a pas actuellement de donnees publics concernant la presence de 
mutations dans le genome du VIH-2, dues a l'utilisation d'anti-prot6ases. 

Les traitements par les agents anti-proteases, actifs pour VIH-1, le sont aussi 
pour VIH-2. Cependant, aucune methode n'est disponible pour aider le clinicien a 
determiner la resistance aux traitements par anti-proteases chez les patients contamines 
par le VIH-2. 

La sequence d'acides amines de la protease de VIH-2 est connue. Dans la 
presente demande, la numeration des acides amines de cette sequence peut etre 
d^duite de celle decrite dans Human Retroviruses and Aids, 1997, Los Alamos National 
Laboratory, Los Alamos, New Mexico, Chapitre II, pp. BIO et Bll. Le premier acide 
amine de la sequence de la proteose, qui est consider* comme la position 1 dans la 
presente demande, est la proline en position 86 de la poiyproteme PoL de la souche 
ROD. 

On a maintenant decouvert que les traitements aux anti-proteases sont 
susceptibles de faire apparaitre des mutations aux positions 45, 54, 64, 84 et 90, ainsi 
qu'aux positions 10, 46 de la protease de VIH-2, et que les souches virales mutees ainsi 
apparues sont generalement resistantes a 1'un au moins des agents anti-proteases utilises. 

L'objet de la presente invention est done un procidfi de recherche d'une 
resistance eventuelle d'une souche virale VIH-2 a un traitement par un agent anti- 
25 protease. 

Dans une phase preliminaire de recherche, il s'agit d'un precede dans 

leqoel : 

a) on recherche, selon les methodes connues, la presence d'au moins une 
mutation a Tune des positions 45, 54, 64, 84 et 90 ou a I'une des positions 10, 46 de la 
30 sequence proteique dc la protease de ladite souche virale provenant d'un echantillon 
biologique preleve sur un patient contamine par VIH-2, 
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b) on sclectionne, panni les mutations trouvees en a), celles qui, apres 
clonage dans un virus VIH-2, n'empechent pas le clone viral obtenu de se multiplier en 
culture en presence dudit agent anti-protease, et 

c) dans le cas ou au moins une mutation est selectionnee a I'etape b), on 
5 conclut a 1'existence d'une resistance audit agent anti-protease mentionne en b). 

On selectionne, parmi les mutations trouvees en a), celles qui, lorsqu f elles 
sont pr&entes dans un gene clone dans un virus VIH-2, conftrent au clone viral la 
propriety de ne pas etre affecte significativement dans sa capacite a se multiplier en 
presence dudit agent anti-protease. Pour mettre en ceuvre l'&ape b), on peut operer 

10 comme indique ci-apres. Les mutations a tester sont introduces individuellement dans 
un clone de virus par mutagenese dirigee selon la methode decrite dans Tarticle de 
Kemp et al, J. Virol., 72(6), p 5093-5098, 1998. Les clones ainsi obtenus sont mis en 
culture avec comme reference un clone sauvage de virus, e'est-i-dire non mute, en 
presence des difKrentes drogues anti-proteases susceptibles d'agir contre le virus 

15 VIH-2. Une mesure du CI 5 o, par exemple avec un test colorimetrique (voir publication 
de Kemp citee ci-dessus), permet de determiner l'importance de la mutation (mineure 
ou majeure) vis-a-vis des diffgrentes drogues testees. On peut ainsi selectionner les 
mutations qui permettent au virus de se multiplier en presence d'un agent anti-protease, 
ces mutations donnant naissance a des souches resistantes a cet anti-protease. 

20 Bi en entendu, dans le cas prevu en c), on doit envisager le traitement du 

patient, dans le futur, avec un agent anti-protease different de celui pour lequel 
1'existence d'une resistance a ete ainsi revelee chez le patient considere. 

Dans le cas ou I'etape b) n'a pas permis de selectionner une mutation trouvee 
a l'&ape a), on peut conclure que la mutation consider n'a pas induit une resistance du 

25 virus VIH-2 a l'agent anti-protease teste, chez le patient considere. 

II est evident que, lorsque l'Stape b) a permis d'identifier une mutation qui 
engendre une resistance a un agent anti-protease donne, il n f y a pas lieu de mettre en 
oeuvre ult£rieurement I'etape b) du procede decrit ci-dessus. Dans ce cas, I'etape a) suffit 
puisque, le lien entre la mutation et la resistance a l'agent anti-protease ayant ete etabli, 

30 une fois pour toutes, il est possible de passer directement a I'etape c) et de conclure a 
l'cxislcncc d'une resistance a l'agent anti-protease ctudie. 
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L'invention concerne notamment un precede" de recherche d'une resistance 
eventuelle d'une souche virale VIH-2 a un traitement par un agent anti-protease, dans 
lequel on recherche la presence d'au moins une mutation choisie parmi les mutations 
suivantes : 

K 45 R, 1 54 M, 1 64 V, 1 84 L et L 90 M, ou bien encore V 10 I, I 46 V 

et 1 82 M, 

dans la sequence proteique de la protease de ladite souche virale, et dans lequel on 
conclut a I'existence de ladite resistance, en cas de presence de ladite mutation ou 
desdites mutations. 

La representation conventionnelle utilisec dans la presence demande pour 
decrire une mutation est la suivante : le nombre indique la position sur la sequence 
d'acides amines de la protease de VIH-2. La lettre situee a gauche du nombre indique 
l'acide amine - de la souche sauyage selon la classification internationale, avec le code a 
une lettre. La lettre situee a droite du nombre indique l'acide amine, selon la meme 
classification, qui resulte de 1'apparition d'une mutation. 

Par "souche" sauvage, Ton entend une souche de virus n'ayant pas mute" 
suite a un traitement avec une anti-protease. 

Pour rechercher une mutation de la sequence proteique de la protease de la 
souche virale consideree, on opere de preference en recherchant une mutation 
correspondante sur la sequence nucleotidique du gene de ladite protease. La recherche 
de ces mutations peut se faire sur l'ADN ou TARN. Bien entendu, dans cette recherche 
d'une mutation dans la sequence proteique par recherche de mutation dans la sequence 
nucleotidique, on tiendra compte de la degenerescence du code genetique, a savoir 
qu'un meme acide amine peut etre- code par des codons differents. On peut effectuer 
cette recherche de mutation dans la sequence nucl6otique selon les methodes connues, 
en particulier par les techniques d'hybridation ou de sequencage. 

Dans un premier mode de realisation de 1'invention, une methode 
d'hybridation a 1'aide de sondes specifiques est mise en oeuvre pour la recherche de la 
ou des mutation(s). 

Un mode d'execution particulier utilisant une methode d'hybridation 
consisle a obtenir un polynucleotide contenant tout ou partic du gene dc la protease, et 
comprenant la sequence d'intcret correspondant a la region contenant la mutation a 
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rechcrchcr. Un tel polynucleotide peut etre obtenu notamment par amplification 
enzymatique. La methode utilisee comprend alors les etapes consistant a mettre en 
contact ledit polynucleotide avec une sonde nucleotidique, fixee ou susceptible de se 
fixer sur un support solide, et capable de sTiybrider specifiquement avec un tel 
polynucleotide uniquement dans le cas ou le polynucleotide comporte la mutation 
etudiee; puis a reveler, selon les methodes connues, la presence eventuelle du 
polynucleotide, fixe au support solide notamment par l'intermediaire de la sonde de 
capture. Pour cela, on peut soumettre le support solide jk une etape de lavage, aprds quoi 
on revele la presence du polynucleotide, a Tetat fixe sur le support, soit par une methode 
physique, soit a Taide d'un marqueur approprie. 

La fixation de la sonde peut etre realisee directement par adsorption ou par 
covalence. La fixation peut aussi etre realisee indirectement par l'intermediaire d'une 
reaction du type Iigand/antiligand comme le couple biotine/streptavidine ou 
haptfcne/anticorps, l'antiligand etant fixe par exemple sur le support solide et le ligand 
etant fixe sur la sonde. 

Le polynucleotide peut aussi etre marque pendant retape d'amplification 
enzymatique, par exemple en utilisant un nucleoside triphosphate marque pour la 
reaction d'amplification. Le nucleotide marque sera un desoxyribonucleotide dans les 
systfcmes d'amplification generant un ADN, comme la PCR, ou un ribonucleotide dans 
les techniques d'amplification generant un ARN, comme les techniques TMA ou 
NASBA. 

Le polynucleotide peut aussi etre marque apres retape d'amplification, par 
exemple en hybridant une sonde marquee selon la technique d'hybridation sandwich 
decrite dans le document WO 91/19812. 

Un mode particulier de marquage de polynucleotides est d£crit dans la 
demande FR 98 07870 de la demanderesse. 

En variante, on peut preparer le polynucleotide comprenant tout ou partie du 
g^ne de la protease par amplification enzymatique, en procedant par elongation 
d^morces comportant un ligand. Le polynucleotide obtenu, qui comporte done le 
ligand, peut etre fixe sur le support solide par interaction avec un antiligand 
correspondant. On met ensuite en contact le support solide, sur lequel est fixe le 
polynucleotide, avec au moins une sonde capable de se fixer sur le polynucleotide de 



WO 00/78990 PCT/FROO/01728 

-6- 



fa$on specifique, uniquement s ! il contient la mutation etudiee ou rccherchee. Dans le 
cas oii cette mutation est presentc, la sonde se trouve fixee au support solide par 
l'intermediaire de ITiybride qu'elle forme avec le polynucleotide lui-meme fix€. II reste 
alors a reveler la presence de I'hybride ainsi forme, selon les methodes connues. 
5 Dans un autre mode d 'execution, on utilise une methode d'hybridation 

comprenant les etapes consistant k amplifier enzymatiquement tout ou partie du gene de 
la protease a Paide d' amorces portant un ligand pour generer un polynucleotide 
comportant au moins un ligand, a fixer Ie polynucleotide sur un support solide par 
interaction avec un antiligand comme decrit prccedemment, a mettre en contact ledit 

10 polynucleotide fixe avec au moins une sonde capable de s'hybrider specifiquement avec 
celui-ci, et a reveler I'hybride eventuellement forme. La sonde ne doit s'hybrider que si 
le polynucleotide contient la mutation recherchee. 

D'autres methodes de detection par hybridation sont envisageables comme 
ddcrit dans Kricka et aL, Clinical Chemistry, 45(4), pp. 453-458, 1999, ou Keller G.H. 

15 et aL, DNA Probes, 2nd Ed., Stockton Press, 1993, sections 5 et 6, pp. 173-249. 

Le terme "support solide" tel qu'utilise ici inclut tous les materiaux sur 
lesquels peut etre immobilise un polynucleotide. Des materiaux de synthese, ou des 
materiaux naturels, eventuellement modifies chimiquement, peuvent etre utilises comme 
support solide, notamment les polysaccharides tels que les materiaux a base de 

20 cellulose, par exemple du papier, des derives de cellulose tels que l'acetate de cellulose 
et la nitrocellulose, ou le dextran ; des polymeres, des copolymeres, notamment a base 
de monomeres du type styrene, des fibres naturelles telles que le colon, et des fibres 
synthetiques telles que le nylon ; des materiaux mineraux tels que la silice, le quartz, des 
verres, des ceramiques ; des latex ; des particules magnetiques ; des derives metalliques, 

25 des gels, etc. Le support solide peut etre sous la forme d'une plaque de microtitration, 
d'une membrane comme decrit dans la demande WO 9412670, d'une particule ou d'une 
biopuce. 

Par "biopuce", on entend un support solide de dimension reduite oii sont 
fixes une multitude dc polynucleotides a des positions predetermines. 
30 Des exemples de ccs biopuces sont donnes par exemple dans les 

publications de G. Ramsay. Nature Biotechnology, 16, pp. 40-44, 1998 ; F. Ginot, 
Human Mutation, 10, pp. 1-10, 1997 ; J. Cheng et al, Molecular diagnosis, 1(3), 
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p. 183-200, 1996 ; T. Livache et al, Nucleic Acids Research, 22(15), pp. 2915-2921, 
1994 ; J. Cheng et al, Nature Biotechnology, 16, pp. 541-546, 1998. La propriete 
principale du support solide doit etre de conserver les caracteristiques d'hybridation des 
sondes sur la cible et de permettre un bruit de fond minimum pour la methode de 
5 detection. Un avantage des biopuces est qu'elles simplifient l'utilisation de nombreuses 
sondes tenant compte du polymorphisrne du virus dans les zones voisines de la mutation 
a rechercher. Une biopuce permettant de verifier la presence ou l'absence de mutations 
peut etre r6alis£e en suivant la procedure decrite par Kozal M. et al. Nature Medicine, 2, 
pp. 753-759, 1996, en fonction des alignements des sequences connues pour les 

10 differentes souphes du VIH-2. 

Par "marqueur", on entend un traceur capable d'engendrer un signal. Une 
liste non limitative de ces traceurs comprend les enzymes qui produisent un signal 
detectable par exemple par colorimetrie, fluorescence ou luminescence, comme la 
peroxydase de raifort, la phosphatase alcaline, la betagalactosidase, la glucose-6- 

15 phosphate dehydrogenase ; les chromophores comme les composes fluorescents, 
luminescents ou colorants; les groupements a densite electronique detectables par 
microscopie electronique ou par leurs proprietes electriques comme la conductivity par 
les methodes d'amperometrie ou de voltametrie, ou par des mesures d'impedance ; les 
groupements ddtectables par des methodes optiques comme la diffraction, la resonance 

20 plasmon de surface, la variation d'angle de contact ou par des methodes physiques 
comme la spectroscopic de force atomique, l'effet tunnel, etc.; les molecules 
radioactives comme ^P 9 35§ ou 125l. 

Des systemes d'amplification du signal peuvent etre utilises comme decrit 
dans le document WO/95 08000 et dans ce cas, la reaction preliminaire d 'amplification 

25 enzymatique peut ne pas etre necessaire. 

Le terme "amorce 11 d^signe une sequence oligonucleotidique capable de 
s'hybrider a une sequence nucleique d'intgret et de servir de point de depart a une 
reaction d^longation enzymatique pour produire un fragment d'acide nucleique 
complementaire d'une cible d'interet, comme le gene de la protease ou une partie de ce 

30 gene. L'amorcc a unc taille comprise par exemple entrc 5 et 50 nucleotides, en 
particulier entre iO et 30 nucleotides. De preference, les amorces seront choisies dans 
des regions conservees du virus VIH-2 pour permettre ('amplification de toutes les 
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souches du virus susceptibles d'etre rencontrees chez un patient, et done de faire face au 
polymorphisme inherent au virus VIH-2. 

Les sondes permettant de mettre en evidence une mutation sur les positions 
45 et/ou 54 et/ou 64 et/ou 84 et/ou 90, ainsi que celles permettant de mettre en evidence 
5 une mutation sur les positions 10 et/ou 46 en s'hybridant sur tout ou partie du gfene de la 
protease du virus VIH-2 present dans un echantillon biologique, sont aussi un objet de 
la presente invention. 

Le terme "sonde" fait reference a une sequence oligonucieotidique capable 
de s'hybrider spdeifiquement a une sequence nucleique d'interet. En ^occurrence, le but 

10 de la presente invention etant de discriminer une mutation ponctuelle sur le gene de la 
protease du VIH-2, la sonde doit permettre, dans les conditions d'hybridation ou de 
lavage predetermines, de differencier une mutation ponctuelle. La taille de ces sondes 
est comprise entre 5 et 40 nucleotides, et notamment entre 9 et 25 nucleotides. Des 
methodes de determination de ces sondes sont decrites par exemple dans la demande de 

15 brevet WO 97/27332. La sonde sera construite par exemple de telle maniere que la 
position de la mutation a mettre en evidence soit sensiblement au centre de la sonde. 

Les oligonucleotides utilises comme amorces ou sondes peuvent comporter 
des nucleotides naturels ou modifies comme les phosphorothioates, les H-phosphonates, 
les alkylphosphorothioates, ou des analogues de nucleotides contenant des bases comme 

20 Tinosine ou la nebularine a la place des bases puriques ou pyrimidiques presentes dans 
les nucleotides A, T, C, G, U. 

Ces amorces ou sondes peuvent aussi etre composes totalement ou 
partiellement de nucleosides d'anomerie alpha ou beta ou d'isomeres de la serie D ou L, 
ou encore de PNA (Nielsen et al, Nucleic Acid Research, 21(2), pp. 197-200, 1993). 

25 Dans un autre mode de realisation de Pinvention, on recherche la ou les 

mutations par sequengage de tout ou partie du gene de la protease. 

Les differentes methodes de sequen^age sont bien connues : on peut utiliser 
notamment les methodes de sequence de Sanger, les methodes de sequengage utilisant 
4 puits pour la reaction des sequences etudiees avec des amorces de sequengage 

30 marquees par 4 fluorophores differents (Procedure « ABI Prism Dye Primer » de Perkin 
Elmer), ou le precede decrit dans le brevet US 5795722 (Visible Genetics), ou bien la 
m£thode utilisant non pas des amorces marquees mais des nucleotides marques 
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(procedure « ABI Prism Dye Terminator », Perkin Elmer). Les methodes de sequengage 
sont d£crites, par exemple, dans Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Sambrook, 
Fritsch and Maniatis, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989, Chapitre 13. 

Dans un mode particulier de realisation de Tinvention, on recherche 
uniquement la presence d'une ou plusieurs mutations donn6es. Dans un autre mode de 
realisation de 1' invention, on recherche a la fois la sequence nucl6otidique mut£e et la 
sequence nucleotidique sauvage (non mutee). Dans le cas oil Ton met en ceuvre une 
mfithode d'hybridation, on definit done pour chaque position susceptible de muter au 
moins deux types de sondes : un type de sondes specifique de la sequence mut6e et un 
type de sondes specifique de la sequence sauvage. L 1 utilisation de ces deux types de 
sondes permet de controler la methode, puisque Tun au moins des deux types de sondes 
doit r&igir. Un autre avantage est de mettre en evidence, le cas echeant, la presence a la 
fois de souches mutees et de souches sauvages chez un patient. 

De preference, 1'acide nucleique cible est soumis a une reaction preliminaire 
d 'amplification enzymatique pour augmenter la sensibilite du test, mais il est 
envisageable de detecter directement 1'acide nucleique cible. Les articles de Lewis 
(1992. Genetic Engineering News, 12, 1-9) d'une part, et d'Abramson et Myers (1993. 
Curr. Opin. Biotechnol., 4, 41-47), d'autre part, donnent des exemples d amplification de 
cible. La technique d'amplification enzymatique est par exemple choisie parmi les 
techniques NASBA (Nucleic Acid Sequence Based Amplification), TMA 
(Transcription Mediated Amplification), RT-PCR (Reverse Transcriptase-Polymerase 
Chain Reaction), SDA (Strand Displacement Amplification) ou LCR (Ligase Chain 
Reaction). 

La recherche des souches virales mutantes est effectuee a partir d'un 
Schantillon biologique eventuellement pretraitS. Par "pretraitement", on entend les 
differentes etapes de traitement de l'Schantillon pour rendre accessible 1'acide nucleique 
cible, e'est-a-dire le gene de la protease, comme par exemple, la Jyse, la fluidification, 
la concentration, la capture (voir par exemple US 5 750 338 et US 5 766 849) selon les 
methodes connues cn soi. 

Pour extraire TARN viral, on peut utiliser par exemple le reactif vendu par 
la societe Boeringher Mannheim (High Pure Viral RNA reference 1858882) ou le kit 
Quiagen (Viral RNA reference 29504). D'autrcs procedures sont decrites dans Maniatis 
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et al., Molecular Cloniag : A Laboratory Manual, 2 C Edition, Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, 1989. L'echantillon biologique peut etre un prelevement quelconque 
du corps humain ou eventuellement un prelevement enrichi par culture, comme par 
exemple, lc sang, le sperme, un tissu cutane, un lavage broncho-alvSolaire, une biopsie, 
l'urine, des colonies, une culture liquide, etc. 

Les exemples suivants illustrent l'invention. 

EXEMPLES 

EXEMPLE 1 

Une etude a porte sur trois patients contamines par le VIH-2. Les patients 1 
ct 2 n f avaient jamais re$u d'anti-proteases. Le patient 3 avait d£j& requ du Ritonavir 
pendant 8 mois, et ce traitement avait ete arrete 5 mois avant le debut de Tetude. Le 
premier echantiilon etudie a ete prelevS avant le debut du traitement, chez les patients 1 
et 2, et 6 semaines apres le debut du traitement par Ritonavir chez le patient 3. Chez les 
patients 1 et 2, des echantillons prelevcs respectivement 2 mois et 5 mois apres le dfibut 
du traitement ont ete etudies. Pour le patient 3, deux echantillons (8 mois et 11 mois) 
ont et<* analyses. Le traitement etait constitue de Ritonavir pour le patient 2 et de 
Ritonavir/Saquinavir pour les patients I et 3, aux doses preconisees. 
Methodes : 

Les plasmas ont ete obtenus par centrifugation du sang total a 800xg 
pendant 10 minutes et clarifies par une deuxieme centrifugation a 3 000 xg pendant 15 
minutes. 

500 microlitres de plasma pur ont ete ajoutes a 1,5 millilitre de culture de 
lymphocytes frais stimuies par la PHA (10 6 cellules / boite). La replication virale dans 
le surnageant a ete suivie deux fois par semaine par la mesure de la concentration 
d'antigene P 24 de VIH (ELAVIA Ag I, Sanofi Diagnostics Pasteur). Les surnageants 
positifs ont ete stockes a - 80° C. Aprfcs ultracentrifugation de 1 millilitre de surnageant 
(23-500xg pendant 1 heure), TARN de VIH-2 a 6te extrait h Taide du kit Amplicor HCV 
Specimen Preparation (Roche). 

Le gene Protease a £te r&rotranscrit a partir de 10 microlitres de la solution 
d'ARN viral et amplifie avec Ic kit Titan One Tube RT-PCR (Roche Molecular 
Diagnostics). La transcription inverse et la premiere amplification ont etc effectu^es 
avec les amorces 3' Prot et 5' RT 3 (voir ci-dessous). La reaction a 50 ° C pendant 30 
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minutes est suivie d'une etape de denaturation & 94 ° C pendant 5 minutes puts de 40 
cycles (30 secondes & 94°C, 30 secondes a 55°C, 90 secondes a 68° C) et enfin a 68° C 
pendant 7 minutes. La deuxieme etape de la PCR a ete effectuee avec 5 microlitres du 
produit de la premiere etape avec les amorces 3* RTD et 5' Prot 2.1, avec une 
dfinaturation de 5 minutes a 94° C, suivie de 30 cycles (30 secondes h 94° C, suivie de 
30 cycles & 55 0 C et 30 secondes i 72° C) et enfin 10 minutes a 72° C. La sequence des 
amorces est la suivante : 

3' Prot: CAGG G GCTG AC ACCAACAG C ACCCCC 

5' RT 3: CCATTTTTTCACAGATCTCTTTTAATGCCTC 

3* RTD: ATGTGGGGGTATTATAAGGATTT 

5* Prot 2.1: gaaagaagccccgcaacttc 
Les produits d'amplification ont cte purifies avec le kit QUIACQU1CK PCR 
purification (Quiagen) et sequencees directement a I'aide des amorces 3 ' RTD et 5 * Prot 
2.1 & I'aide du kit ABI Prism Dye Terminator Cycle Sequencing (Applied Biosystem). 
Us ont ete analyses avec le sfiquenceur automatique Applied Biosystem 377 et les 
sequences ont ete alignees avec les sequences consensus de VIH-2 (sous-types A et 
Resultats : 

Avant traitement, aucune mutation n'a ete detectee par rapport aux 
sequences consensus VIH-2 A et B. 

Apres traitement, on a observe les mutations suivantes : 

- position 45 : chez les patients 1 et 2, on a observe la coexistence d'une 
population non-mutee (lysine ; codon AAA) et d'une population mutde (arginine ; codon 
AGA), c'est-a-dire la mutation K45K/R ; 

- position 54 : on a observe chez les patients 1 et 2, le remplacement de 
I'isoleucine (codon ATA) par la methionine (codon ATG) : soit la mutation I54M ; 

- position 64 : on a observe une population non mutee et une population 
dans laquelle I'isoleucine (codon ATA) est remplacee par une valine (codon GTA) : soit 
la mutation I64I/V ; 

- position 84 : chez le patient 3 on a observe une population non mutee 
(isoleucine ; codon ATC) et une population mutee avec remplacement de I'isoleucine 
par une leucine (codon CTC) : soit la mutation I84I/L ; 

- position 90 : chez les 3 patients, on a observe Ic remplacement de la 
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leucine (codon CTG) par une methionine (codon ATG) : soit la mutation L90M. 
De fagon analogue, on a observe les mutations suivantes : 

- position 10 : le remplacement de la valine (codon : GTA) par une 
isoleucinc (codon : ATA) : soit la mutation V 10 1, lors du traitement d f un patient par du 

5 Ritonavir ; 

- position 46 : le remplacement de 1'isoleucine (codon : ATA) par une 
valine (codon : GTA) : soit la mutation I 46 V, lors du traitement d'un patient par du 
Ritonavir ; et 

- position 82 : le remplacement de Tisoleucine (codon : ATA) par une 
10 methionine (codon : ATG) : soit la mutation I 82 M, lors du traitement d'un patient par 

de l'lndinavir. 

EXEMPLE 2 : Exemple de sondes utilisables oour detecter les mutations sur 
le gene de la protease de VTH-2 

Les sondes utilisables pour rechercher l'existence eventuelle de mutations, 

15 conformement a Tinvention, selon les techniques d'hybridation, peuvent etre definies a 
partir des alignements publies par Myers G et aL, 1997, Human Retroviruses and 
AIDS : A compilation and analysis of nucleic acid and aminoacid sequences, Los 
Alamos National Laboratory, Los Alamos ; New Mexico. 

Bien entendu, outre les sondes definies expressement ci-dessous t I'invention 

20 comprend egalement les sondes nucleotidiques cquivalentes, c'est-a-dire des sondes 
permettant de detecter les memes mutations, sur la sequence proteique de la protease 
que celles detectees par les sondes definies ci-dessous, en tenant compte de la 
degenerescence du code genetique, autrement dit en tenant compte du fait qu'un meme 
acide amine* peut etre code par differents codons. 

25 On entend done par l'exprcssion "sequences nucleotidiques equivalentes", 

toutes sequences nucleotidiques different entre elles par au moins un nucleotide mais 
dont la traduction conduit a la meme sequence proteique, en d'autres tennes toutes les 
sequences nucleotidiques codant pour la meme sequence proteique. 

Evidemment, cette remarque est valable pour chacun des codons de chacune 

30 des sondes. Ainsi, par exemple Pacide amin6 en position 53 de la protease de HIV- 2 est 
une phenylalanine qui peut etre codee soit par le codon TTT soit par le codon TTC. Les 
sondes correspondant h chacune dc ces possibility font bien entendu partie de 
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Tinvention. 



En fonction des conditions particulieres de ['hybridation, et notamment de la 
temperature et de la composition des tampons d'hybridation et de lavage, il est possible 
de definir des sondes qui devront comprendre au moins l'une des sequences minimums 
5 ci-dessous, ou leurs complementaires. Des sondes contenant ces sequences permettent 
de discriminer les mutations dans un precede d 'hybridation. Bien entendu, des sondes 
analogues, obtenues notamment en introduisant des analogues de base, tels que I'inosine 
ou la nebularine, en des positions ou un polymorphisme da & une variability intrinsfcque 
du virus est present, permettent d'obtenir un resultat similaire et font aussi partie de 
10 Tinvention. 



Ces sequences sont donnees dans le sens 5' vers 3* : 



20 



15 



CCA AAA ATA pour une forme sauvage de la position 45. 
CCA AAA GTA pour une forme sauvage de la position 45. 
CCT AAA ATA pour une forme sauvage de la position 45. 
CCA AGA ATA pour une forme mutee de la position 45. 
CCA AGA GTA pour une forme mut£e de la position 45. 
CCT AGA ATA pour une forme mutee de la position 45. 
TTT ATA AAC pour une forme sauvage de la position 54. 
TTT ATA AAT pour une forme sauvage de la position 54. 
TTT ATG AAC pour une forme mutee de la position 54. 



TTT ATG AAT pour une forme mutee de la position 54. 



25 



GAA ATA AAA pour une forme sauvage de la position 64. 
GAA ATA GAA pour une forme sauvage de la position 64. 
GAA GTA AAA pour une forme mutde de la position 64. 
GAA GTA GAA pour une forme mutee de la position 64. 
AAC ATC TTT pour une forme sauvage de la position 84. 
AAC ATT TTT pour une forme sauvage de la position 84. 
AAC CTC TTT pour une forme mutfe de la position 84. 



30 



ATT CTG ACA pour une forme sauvage de la position 90. 
ATC CTG ACA pour une forme sauvage de la position 90. 
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ATT CTA ACA pour une forme sauvage de la position 90. 

ATC CTA ACA pour une forme sauvage de la position 90. 

ATT ATG ACA pour une forme mut6e de la position 90. 

ATC ATG ACA pour une forme mutee de la position 90. 
ou bien encore : 

CCA GTA GTC pour une forme sauvage de la position 10. 

CCA ATA GTC pour une forme mutee de la position 10. 

AAA ATA GTA pour une forme sauvage de la position 46. 

AAA GTA GTA pour une forme mut6e de la position 46. 

CCA ATC AAC pour une forme sauvage de la position 82. 

CCA ATA AAC pour une forme sauvage de la position 82. 

CCA ATG AAC pour une forme mut£e de la position 82. 

Pour obtenir des sondes plus longues que celles ayant les sequences 
minimum de 9 nucleotides representees ci-dessus, on doit bien entendu choisir les 
nucleotides supplementaires de fa^on a respecter la sequence des regions adjacentes de 
part et d'autre de la sequence minimum dans le gene de la protease d'une souche de 
VIH-2. Ces sequences peuvent 6tre obtenues dans les banques de donnees. 

Par exemple, on peut utiliser les sondes qui sont indiquees ci-apres, ou leurs 
complementaires. 

(a) position 45 : 

On peut utiliser une sonde comportant par exemple 9 a 25 nucleotides (de 
presence repartis symetriquement autour du codon mute AGA), dont la sequence est 
incluse dans l'une des sequences suivantes : 

ATTACACTCCAAGAATAGTAGGGGG 

ATTATAGCCCAAGAATAGTAGGGGG 

ATTATAGTCCAAGAATAGTAGGGGG 

ATTATAGCCCAAGAATAGTAGGGGG 

ATTATAGTCCAAGAATAGTAGGAGG 

ATTATACCCCAAGAATAGTAGGAGG 

(b) position 54 : 
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On peut utiliser une sonde comportant par exemple 9 a 25 nucleotides (de 
presence repartis symetriquement autour du codon mute ATG), dont la sequence est 
incluse dans l'une des sequences suivantes : 

TAGGGGGATTTATGAACACCAAAGA 

TAGGGGGATTCATGAACACCAAAGA 

TAGGAGGATTCATGAACACCAAAGA 

TAGGAGGGTTCATGAACACCAAAGA 

(c) position 64 : 

On peut utiliser une sonde comportant par exemple 9 a 25 nucleotides (de 
preference repartis symetriquement autour du codon mute GTA), dont la sequence est 
incluse dans l'une des sequences suivantes : 

AAAATGTAGAAGTAAAAGTACTAAA 

AAAATATAGAAGTAAAAGTACTAAA 

AAGATGTAGAAGTAAAGGTACTAAA 

AAAATGTAGAAGTAGAAGTTCTAAA 

AAAATGTAGAAGTAGAAGTCCTGGA 

AAAGTGTAGAAGTAAGAGTGCTAAA 

(d) position 84 : 

On peut utiliser une sonde comportant par exemple 9 a 25 nucleotides (de 
preference repartis symetriquement autour du codon mute" CTC), dont la sequence est 
incluse dans la sequence suivante : 

CCCCAATCAACCTCTTTGGCAGAAA 

(e) position 90 : 

On peut utiliser une sonde comportant par exemple 9 a 25 nucleotides (de 
preference repartis symetriquement autour du codon mute ATG), dont la sequence est 
incluse dans l'une des sequences suivantes : 

GCAGAAATATTATGACAGCCTTAGG 

GCAGAAATATTATGGCAACCTTAGG 

GCAGAAATGTTATGACAGCTTTAGG 

GCAGAAATATCATGACAGCCTTGGG 

GCAGAAACATTATGACAGCCTTA 
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On peut utiliser une sonde comportant par exemple 9 a 25 nucleotides (de 
preference repartis syrnetriquement autour du codon mute ATG), dont la sequence est 
incluse dans l'une des sequences suivantes : 

TAGGGGGATTTATGAACACCAAAGA 



On peut utiliser une sonde comportant par exemple 9 a 25 nucleotides (de 
10 preference repartis syrnetriquement autour du codon mute GTA), dont la sequence est 
incluse dans l'une des sequences suivantes : 



AAAATGTAGAAGTAGAAGTCCTGGA 
AAAGTGTAGAAGTAAGAGTGCTAAA 

(d) position 84 : 

On peut utiliser une sonde comportant par exemple 9 a 25 nucleotides (de 
20 preference repartis syrnetriquement autour du codon mute" CTC), dont la sequence est 
incluse dans la sequence suivante : 

CCCCAATCAACCTCTTTGGCAGAAA 

(e) position 90 : 

On peut utiliser une sonde comportant par exemple 9 a 25 nucleotides (de 
25 preference repartis syrnetriquement autour du codon mute ATG), dont la sequence est 
incluse dans l'une des sequences suivantes : 



5 



TAGGGGGATTCATGAACACCAAAGA 

TAGGAGGATTCATGAACACCAAAGA 

TAGGAGGGTTCATGAACACCAAAGA 
(c) position 64 : 



15 



AAAATGTAGAAGTAAAAGTACTAAA 
AAAATATAGAAGTAAAAGTACTAAA 
AAGATGTAGAAGTAAAGGTACTAAA 
AAAATGTAGAAGTAGAAGTTCTAAA 



30 



GCAGAAATATTATGACAGCCTTAGG 
GCAGAAATATTATGGCAACCTTAGG 
GCAGAAATGTTATGACAGCTTTAGG 
GCAGAAATATCATGACAGCCTTGGG 
G CAG AA ACATTATG ACAGCCTTA 
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REVENDTCATIO|srs 

1. Proc6d6 de recherche, dans un echantillon biologique prSleve sur un 
patient containing par VIH-2 contenant au moins une souche virale de VIH-2, d'une 
resistance eventuelle de ladite souche virale VIH-2 a un traitement par un agent anti- 

5 protease, dans lequel on recherche, selon les methodes connues, la presence d r au moins 
une mutation a ftine des positions 45, 54, 64, 84 et 90 de la sequence proteique de la 
protease de ladite souche virale, ladite mutation ayant ete prealablement reconnue 
comme induisant ladite resistance, et dans lequel on conclut, dans le cas oii une telle 
mutation a ete trouvee, h la presence d ! une souche virale resistante audit agent anti- 
10 protease chez le patient considere. 

2. Procede selon la revendication 1, dans lequel : 

a) on recherche, selon les methodes connues, la presence d'au moins 
une mutation a Tune desdites positions de la s6quence proteique de la protease de ladite 
souche virale provenant d'un echantillon biologique preleve sur un patient contamine 
15 par VIH-2, 

b) on selectionne, parmi les mutations trouvdes en a), celles qui, aprfes 
clonage dans un virus VIH-2, n'empechent pas le clone viral obtenu de se multiplier en 
culture en presence dudit agent anti-protease, et 

c) dans le cas ou au moins une mutation est sdlectionnee h I'dtape b), on 
20 conclut a 1'existence d'une resistance audit agent anti-protease mentionne en b). 

3. Procede selon la revendication 1, dans lequel on recherche la presence 
d'au moins une mutation choisie parmi les mutations suivantes : 

K45 R, I 54 M, I 64 V, I 84 L, L 90 M, 
dans la sequence prot&que de la protease de ladite souche virale, et dans lequel on 
25 conclut & la presence de ladite resistance en cas de presence de ladite mutation ou 
desdites mutations. 

4. Procede selon Tune quelconque dcs revendications precedentes, dans 
lequel pour rechercher une mutation de la sequence protdique de la protease, on effectue 
la recherche d'une mutation correspondante sur la sequence nucleotidique du gene de 

30 ladite protease. 

5. Procede selon la revendication 4, dans lequel on cffcctuc ladite recherche 
a l'aide des techniques d'hybridation, selon les methodes connues. 
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6. Precede selon la revendication 4, dans iequei on effectue ladite recherche 
a Taide des techniques de sequen9age, selon les m&hodes connues. 

7. Sonde nucleotidique utilisable dans le procldl de i'une quelconque des 
revendications 1 a 5, comprenant comme sequence minimum une sequence choisie dans 

5 le groupe constitue par: 

(a) CCA AGA ATA pour une forme mutee de la position 45, 
CCA AGA GTA pour une forme mutee de la position 45, 
CCT AGA ATA pour une forme mutee de la position 45, 
TTT ATG AAC pour une forme mutee de la position 54, 

10 TTT ATG AAT pour une forme mutee de la position 54, 

GAA GTA AAA pour une forme mutee de la position 64, 
GAA GTA GAA pour une forme mut6e de la position 64, 
AAC CTC ill pour une forme mutee de la position 84, 
ATT ATG ACA pour une forme mutde de la position 90, 
15 ATC ATG ACA pour une forme mutee de la position 90, 

eventuellement completee par la sequence nucleotidique d'une region adjacente du 
gfcne de ladite protease, de part et d'autre de la sequence minimum, 

(b) une sequence nucleotidique equivalente a une sequence definie en (a), 

et 

20 (c) une sequence complementaire d'une sequence definie en (a) ou en (b). 

8. Precede de recherche, dans un echantillon biologique preleve sur un 
patient contamine par VIH-2 contenant au moins une souche virale de VIH-2, d'une 
resistance eventuelle de ladite souche virale VIH-2 a un traitement par un agent anti- 
protease, dans lequel on recherche, selon les methodes connues, la presence d ? au moins 

25 une mutation en position 10 ou 46 de la sequence proteique de la protease de ladite 
souche virale, ladite mutation ayant ete prealablement reconnue comme induisant ladite 
resistance, et dans lequel on conclut, dans le cas ou telle mutation a ete trouvee, a la 
presence d'une souche virale resistante audit agent anti-protease chez le patient 
considere. 

30 9. Procede selon la revendication 8, dans lequel : 

a) on recherche, selon les methodes connues, la presence d'au moins une 
mutation a Tune desdites positions de la sequence proteique de la protease de ladite 



WO 00/78990 PC17FROO/01728 

- 18- 



10 



souche virale provenant d'un 6chantillon biologique prfleve sur un patient contamine 
par VIH-2, 

b) on selectionne, parmi les mutations trouvees en a), celles qui, apres 
clonage dans un virus VIH-2, n'empechent pas le clone viral obtenu de se multiplier en 
culture en presence dudit agent anti-prot£ase, et 

c) dans le cas ou au moins une mutation est s£lectionnee a Ktape b), on 
conclut a l'existence d'une resistance audit agent anti-protease mentionne en b). 

10. Precede selon la revendication 8, dans lequel on recherche la presence 
d'au moins une mutation choisie parmi les mutations suivantes : 

V10I,I46VetI82M 
dans la sequence proteique de la protease de ladite souche virale, et dans lequel on 
conclut a la presence de ladite resistance en cas de presence de ladite mutation ou 
desdites mutations. 

11. Precede selon Tune quelconque des revendications 8 a 10, dans lequel 
15 pour rechercher une mutation de la sequence proteique de la protease, on effectue la 

recherche d'une mutation correspondante sur la sequence nucleotidique du gene de 
ladite protease. 

12. Proce"d6 selon la revendication 11, dans lequel on effectue ladite 
recherche a 1'aide des techniques de sequencage, selon les methodes connues. 

13. Precede selon la revendication 11, dans lequel on effectue ladite 
recherche a 1'aide des techniques dTiybridation, selon les methodes connues. 

14. Sonde nucleotidique utilisable dans le precede de la revendication 13, 
comprenant comme sequence minimum une sequence choisie dans le groupe constitue 
par : 

25 (a) CCA ATA GTC pour une forme mutee de la position 10, 

AAA GTA GTA pour une forme mut6e de la position 46, 
CCA ATG AAC pour une forme mutee de la position 82, 

eventuellement completed par la sequence nucleotidique d'une region adjacente du gene 

de ladite protease, de part et d'autre de la sequence minimum, 

(b) une sequence nucleotidique equivalente a celle dgfinie en (a), et 

(c) une sequence complementaire d'une sequence en (a) ou en (b). 
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lui ont ete remis dans la langue dans laquelle ia demande international a ete d6posee, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces elements etaient k ia disposition de ('administration ou lui ont 6te remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche internationale (selon la regie 23.1 (b)). 

□ la langue de publication de la demande internationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen pr^liminaire internationale (selon la r&gle 55.2 ou 



3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 

internationale (le cas echeant), i'examen preliminaire internationale a ete effectue sur la base du listage des 



□ contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

□ depose avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement k I'administration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement & I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par ecrit et fourni ulterieurement ne va pas au-del& 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposee, a et6 fournie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous dechiffrable par ordinateur sont identiques h 
celles du listages des sequences Pr6sente par ecrit, a ete fournie. 

4. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 



55.3). 



sequences : 
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□ des revendications, n°* : 

□ des dessins, feuilles : 

5. □ Le present rapport a §te formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete consider6es 

comme allant au-del& de l'expos§ de ('invention tel qiTil a £te depose, comme il est jndique ci-apr&s (regie 
70.2(c)) : 

(Toute feuille de rempfacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiquee au point 1 et 
annexee au present rapport) 

6. Observations complementaires, le cas 6cheant : 



V. Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 



Nouveaute 


Oui : 


Revendications 


1-14 




Non : 


Revendications 




Activite inventive 


Oui : 


Revendications 


1-14 




Non : 


Revendications 




Possibilite d'application industrielle 


Oui : 


Revendications 


1-14 




Non : 


Revendications 





2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VII. Irregularites dans la demande internationale 

Les irregularites suivantes, concernant la forme ou le contenu de la demande internationale, ont et6 constatees : 
voir feuille separee 
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Concernant le point V 

Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive 
et la possibility d'application industrielle; citations et explications a I'appui de 
cette declaration 

1 . II est fait reference aux documents suivants: 
D1 WO 96/08580 

D2 Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 42(12), Dec. 1998, 3256-3265 
D3 Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 40(1 1), Nov. 1996, 2535-2541 
D4 Journal of Virology, 69(9), Sept. 1995, 5431-5436 
D5 WO 90/14842, et 

D6 Journal of Biological Chemistry, 268(15), Jun. 1993, 1 1939-1 1945 (ce 
document a ete cite par le demandeur) 

2. D1 decrit un precede de determination, dans un echantillon biologique preleve sur 
un patient contamine par VIH-1 , d'une resistance eventuelle de la souche virale 
VIH-1 a un traitement par un agent anti-protease, dans lequel on recherche la 
presence d'au moins une position dans la sequence peptidique liee a la 
resistance (D1, revendications). D1 mentionne deux mutations qui sont 
particulierement efficaces en induisant la resistance, K55N et L90M (D1, p. 45, 
ligne. 16-19). 

2.1 Des precedes similaires sont decrits dans D2-D4: 

D2 se refere a la detection et identification de mutations dans la sequence 
proteique de la protease VIH-1 qui sont liees a une resistance augmentee a 
I'agent anti-protease indinavir. Les mutations les plus importantes se trouvent aux 
positions 63, 84, 90 et concernent les substitutions L63P, I84V, L90M (abrege de 
D2). 

D3 decrit un precede de detection de mutations dans la protease de VIH-1 liees a 
une resistance aux inhibiteurs de la protease. Le precede s'applique aux 
echantillons sanguins et les mutations concernent les positions 10, 46, 48, 63, 82, 
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84 et 90 (abrege et resultats). 

D4 decrit les mutations dans les positions 48 et 90 de la protease de VIH-1 qui 
augmentent la resistance a I'agent anti : protease Ro 31-8959 (abrege). 

2.2 Les procedes selon les revendicationsindependantes 1 et 8 different du procede 
connu des documents D1-D4 en ce que la souche VIH-1 est remplacee par la 
souche VIH-2. 

L'objet des revendications independantes 1 et 8 est done nouveau (article 33(2) 
PCT). 

2.3 Le document D5 decrit un vaccin contre le VIH qui contient une proteine modifiee 
du VIH-2. Entre autres, D5 divulgue une sequence d'acides nucleiques 
comprenant la sequence CCA AGA ATA et utilisable dans le procede de la 
demande (D5, p. 7, ligne 4 et p. 18, ligne 3). Cependant, la-dite sequence 
comprend plus de 40 nucleotides. Par ailleurs, aucun des documents de Tart 
anterieur cites ne decrit les autres sondes definies par les revendications 
independantes 7 et 14. L'objet de ces revendications est done aussi nouveau 
(article 33(2) PCT). 

3. Le probleme que la presente invention se propose de resoudre peut done etre 
considere comme etant la mise a disposition d'un procede et de sondes 
nucleotidiques pour identifier des mutations rendant les proteases de la souche 
VIH-2 resistantes aux agents anti-protease. 

3.1 A I'epoque de Pinvention, la personne du metier connaissait la sequence d'acides 
amines de la protease du VIH-2 (comme indique a la page 2 de la demande). De 
plus, le fait que les sequences des proteases des souches VIH-1 et VIH-2 etaient 
relativement conservees lui etait familier. 

II semblerait, de prime abord, done evident pour la personne du metier de suivre 
le procede des documents D1-D4 et, grace a la conservation entre VIH-1 et VIH- 
2, de diagnostiquer des mutations dans des positions connues, e'est-a-dire, les 
positions 10, 46, 48, 55, 63, 82, 84 et 90, d'obtenant ainsi un procede et des 
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sondes nucleotidiques selon les revendications 1, 7, 8 et 14. 
Cependant, comme illustre par le document D6 (resume), il etait aussi connu que 
des differences meme apparemment mineures entre les deux souches VIH-1 et 
VIH-2 pouvaient entrainer des differences majeures. A savoir, la mutation d'un 
seul acide amine n'entrama pas la resistance predite mais augmenta la sensibilite 
a une protease d'un facteur 100. 

3.2 Au vu de ces fait, I'homme du metier ne pouvait done pas anticiper Pinvention en 
instance telle que definie par les revendications independantes 1, 7, 8 et 14 et par 
les revendications dependantes 2-6 et 9-13. 

L'objet des revendications 1-14 est done inventif (article 33(3) PCT). 



Concernant le point VII 

Irregularis dans la demande internationale 

Contrairement a ce qu'exige la regie 5.1 a) ii) PCT, la description n'indique pas I'etat de 
la technique anterieure pertinent expose dans les documents D1-D5 et ne cite pas ces 
documents. 



Formulaire PCT/Feuille s§par6e/409 {feuiile 3) (OEB-avril 1997) 



02-08-2001 




FR000172 



6. Precede selon la revendication 4, dans lequel on effectue ladite recherche 
a 1'aide des techniques de sequengage, selon les methodes connues. 

7. Sonde nucleotidique utilisable dans le procede de Tune quelconque des 
revendications 1 a 5, comprenant comme sequence minimum une sequence choisie dans 

5 le groupe constitue par: - - 

(a) CCA AGA ATA pour une forme mutee de la position 45, 
CCA AGA GTA pour une forme mutee de la position 45,. 
CCT AGA ATA pour une forme mutee de la position 45, 
i l l ATG AAC pour une forme mutee de la position 54, 

10 TTT ATG AAT pour une forme mut6e de la position 54, 

GAA GTA AAA pour une forme mutee de la position 64, 
GAA GTA GAA pour une forme mutee de la position 64, 
AAC CTC TTT pour une forme mutee de la position 84, 
ATT ATG ACA pour une forme mutee de la position 90, 
15 ATC ATG ACA pour une forme mutee de la position 90, 

eventuellement completee par la sequence nucleotidique d'une region adjacente du 
gene de ladite protease, de part et d'autre de la sequence minimum, 

(b) une sequence nucleotidique equivalente a une sequence definie en (a), 

et 

20 (c) une sequence complementaire d'une sequence definie en (a) ou en (b), 

ladite sonde ayant au plus 40 nucleotides. 

8. Procede de recherche, dans un echantillon biologique preleve sur un 
patient contamine par VIH-2 con tenant au moins une souche virale de VIH-2, d ! une 
resistance eventuelle de ladite souche virale VIH-2 a un traitement par un agent anti- 

25 protease, dans lequel on recherche, selon les methodes connues, la presence d ! au moins 
une mutation en position 10 ou 46 de la sequence proteique de la protease de ladite 
souche virale, ladite mutation ayant ete prealablement reconnue comme induisant ladite 
resistance, et dans lequel on conclut, dans le cas ou telle mutation a ete trouvee, & la 
presence d f une souche virale resistante audit agent anti-protease chez le patient 

30 considere. 

9. Procede selon la revendication 8, dans lequel : 

a) on recherche, selon les methodes connues, la presence d'au moins une 
mutation a Tune desdites positions de la sequence proteique de la protease de ladite 
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souche virale provenant d'un echantillon biologique preleve sur un patient contamine 
par VIH-2, 

b) on selectionne, parmi les mutations trouvees en a), celles qui, apres 
clonage dans un virus VIH-2, n'empechent pas le clone viral obtenu de se multiplier en 

5 culture en presence dudit agent anti-protease, et 

c) dans le cas ou au moins une mutation est selectionnee a l'etape b), on 
conclut a Texistence d'une resistance audit agent anti-protease mentionne en b). 

10. Procede selon la revendication 8, dans lequel on recherche la presence 
d f au moins une mutation choisie parmi les mutations suivantes : 

10 V 10 I, I 46 V et I 82 M 

dans la sequence proteique de la protease de ladite souche virale, et dans lequel on 
conclut a la presence de ladite resistance en cas de presence de ladite mutation ou 
desdites mutations. 

11. Procede selon Tune quelconque des revendications 8 a 10, dans lequel 
15 pour rechercher une mutation de la sequence proteique de la protease, on effectue la 

recherche d'une mutation correspondante sur la sequence nucleotidique du gene de 
ladite protease. 

12. Procede selon la revendication 11, dans lequel on effectue ladite 
recherche a l'aide des techniques de sequengage, selon les methodes connues. 

20 13. Procede selon la revendication 11, dans lequel on effectue ladite 

recherche a l'aide des techniques dliybridation, selon les methodes connues. 

14. Sonde nucleotidique utilisable dans le procede de la revendication 13, 
comprenant comme sequence minimum une sequence choisie dans le groupe constitue 
par : 

25 (a) CCA ATA GTC pour une forme mutee de la position 10, 

AAA GTA GTA pour une forme mutee de la position 46, 
CCA ATG AAC pour une forme mutee de la position 82, 
eventuellement completee par la sequence nucleotidique d'une region adjacente du gene 
de ladite protease, de part et d'autre de la sequence minimum, 
30 (b) une sequence nucleotidique equivalente a celle definie en (a), et 

(c) une sequence complementaire d f une sequence definie en (a) ou en (b), 
ladite sonde ayant au plus 40 nucleotides. 
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